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Abstract
Ehrlichiosis is an important tick-borne bacterial disease and is commonly diagnosed on dogs in the Caribbean. The brown dog tick Rhipicephalus sanguineus - the only known vector of Ehrlichia canis- is endemic in this area and frequently detected on dogs. Besides E. canis this tick can also transmit the protozoal parasites Babesia vogeli and Babesia gibsoni. Further it has been recognized - but not confirmed – as a vector of Anaplasma platys and Leishmania infantum. In this current study is attempted with use of molecular dectection which of these tick-borne pathogens are present in R. sanguineus ticks from the island Curaçao in the Caribbean. The purpose was to investigate the prevalence of E.canis and to identify other tick-borne pathogens suspected to be present in this tickpopulation.
A total of 360 tick pools were screened for Ehrlichia/Anaplasma, Babesia/ Theileria and Leishmania species using PCR and Reverse Line Blot hybridization. On RLB 133 tick pools (36,9%, n=360) were positive for one ore more species; 95 samples for E. canis (26,4%, n=360); 27 samples for Anaplasma phagocytophilum (7,5%, n=360); 4 samples for Babesia venatorum; 3 for  Ehrlichia/Anaplasma catch-all; 3 for Babesia catch-all; and 1 sample for Anaplasma marginale. No ticks were found positive for Leishmania species. Of the 95 tick pools positive for E. canis, were 55 samples (57,9%, n=95) mixed infections; either co-infected with Anaplasma species (51/95) or nonspecific Babesia species (4/95). These results demonstrate a high prevalence of E. canis circulating in the R. sanguineus tickpopulation at the island Curaçao. 










1.1 Inleiding en onderzoeksobjectief
Rhipicephalus sanguineus staat alom bekend als vector van velen pathogenen. Deze hondenteek speelt onder andere een belangrijke rol bij de transmissie van Ehrlichia en Babesia species. Tevens bestaan er meerdere aanwijzingen dat deze teek mogelijk ook een vectorrol heeft rondom Leishmania spp. (Coutinho et al., 2005). Het voorkomen van Ehrlichia canis in R. sanguineus teken is en wordt wereldwijd veelvuldig onderzocht. Echter een onderzoek naar diens prevalentie in het Caribisch gebied, Curaçao, is nog nooit eerder uitgevoerd. 

De Caribische eilanden zijn als recreatiegebied niet alleen populair bij mensen en honden, maar ook bij teken. De Rhipicephalus sanguineus teek komt aldaar endemisch voor en infesteert op grote schaal de plaatselijke (zwerf)hondenpopulatie. Dierenartsen worden dagelijks geconfronteerd met de tekenproblematiek en vraag naar de bijkomende veterinaire dienstverlening. Zijn levenscyclus, off-host ecologie, voedingsgedrags, adaptievermogen aan verschillende leefomstandigheden als mede zijn competentie voor het overbrengen van de vele verscheidene pathogenen, maakt de R. sanguineus teek juist tot een van de meest beruchte en meest belangrijke vector van pathogenen voor zowel dier als mens. 

Met behulp van moleculaire detectie vindt inventarisatie plaats van de prevalentie van Ehrlichia canis in R. sanguineus teken afkomstig uit het Caribisch gebied. Daarnaast ook het voorkomen van eventueel andere pathogenen uit de Babesia spp. en Leishmania spp. familie. 
Met deze studie zal een beeld worden geschetst van de situatie aldaar en daarmee als eerste onderzoeksstap basis bieden aan een reeks van vervolgende onderzoeken. Daarnaast kan men hierop voortbordurend, wanneer de infectiestatus en graad in kaart is gebracht, zich specifieker werpen op de bestrijding en preventie van deze tekenproblematiek op Curaçao.
Met het oog op de medische en veterinaire significantie, zijn de resultaten voortkomend uit dit screeningsonderzoek echter niet alleen in het belang voor de Caribische eilanden. Door de alsmaar toenemende vluchtstromen van en naar deze eilanden almede het feit deze teek ook in niet mediterrane gebieden binnenshuis kan overleven, ook (indirect) voor Nederland en de rest van de wereld.


1.2 Teken en de teek R. sanguineus 
Teken zijn geleedpotige organismen en behoren tot de Acarina (spinachtigen). In totaal zijn er ruim 800 tekensoorten bekend welke zijn onder te verdelen in twee families: respectievelijk de zachte Argasidae en de harde Ixodidae teken. De zachte lederteken zijn voornamelijk op vogels en vleermuizen te vinden; harde teken daarintegen parasiteren zowel vogels, zoogdieren als ook de mens.

De genera Rhipicephalus valt onder de familie van de harde teken en is met welgeteld 74 tekensoorten daarmee ook meteen een van de grootste genera van de Ixodidae (Barker, Murrell, 2004). Deze teken zijn vrij klein van formaat en hebben een inornaat schild, mede hierdoor heeft de R. sanguineus teek zijn bijnaam verkregen (zie tabel 1).

De teek R. sanguineus - alias de bruine hondenteek – is een wijdverspreide teek maar met name in de (sub)tropische mediterrane gebieden terug te vinden tussen 35 graden zuiderbreedte en 50 graden noorderbreedte (Dantas-Torres, 2008). Zoals de naam al doet blijken parasiteert de teek primair honden. Desalniettemin is deze teek ook gerapporteerd op diverse andere gastheren als wilde dieren, knaagdieren, katten, konijnen en zelfs de mens (Dantas-Torres et al., 2006). Dit parasitisme van R. sanguineus op gastheren anders dan honden, is meer uitzondering dan gebruikelijk. Aangenomen wordt dat het een gevolg is van vele factoren, waaronder een explosieve groei van de tekenpopulatie. Deze groei leidt tot hogere environmentele infestaties en daarmee ook tot grotere risico’s op blootstelling aan R. sanguineus teken. De primaire gastheer de hond blijft echter nodig om grote tekenpopulaties in stand te kunnen houden. 
Een internationale lijst van alle geinfesteerde gastheren staat in de Ticksbase geregistreerd (http://www.icttd.nl (​http:​/​​/​www.sciencedirect.com​/​science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_cdi=5191&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fwww.icttd.nl%252F" \t "externObjLink​)).

Common name 			Language 		Country		
Hondeteek or hondenteek 		Dutch 			Netherlands
Tropical dog tick 				English 			South Africa
Hondehokbosluis or hok-bosluis 		Afrikaans 		South Africa
Kennel tick		 		English 			United Kingdom
Braune Hundezecke 			German 		Germany
Brown dog tick 				English 			United States 
Tique sanguine 				French 			Canada
La garrapata del perro 			Spanish 		Panama
												
Tabel 1. Bestaande synoniemen voor Rhipicephalus sanguineus (TicksBase: www.icttd.nl)
De R. sanguineus teek heeft evenals alle andere Ixodidae teken een drie gastherige levenscyclus, echter kan ook voltooid worden op een en dezelfde gastheer. De cyclus bestaat uit vier ontwikkelingsstadia respectievelijk: ei, larve, nymphe en volwassen stadium.

De cyclus begint wanneer een volgezogen vrouwelijke adult zich van de hond laat vallen om een massa van 1000 tot 3000 eieren te gaan leggen. Het vrouwtje sterft hierna en de donkerbruine sferische eitjes komen na 19 tot 60 dagen uit. De uitgekomen larvae zijn slechts een halve millimeter groot en hebben drie paar pootjes. Deze zespotige zullen meteen op zoek gaan naar een hond om zich hieraan vast te hechten, echter 8 maanden overleven zonder voedsel of water is mogelijk. Na het vinden van een gastheer zuigen ze zich vol en laten zich vallen om vervolgens na 6 tot 28 dagen terug te keren als nymphe. In tegenstelling tot de zespotige larvae hebben nymphen acht poten en onderscheiden zich van de adulten doordat ze sexueel immatuur zijn (geen genitaal apparaat aanwezig). Na enkele dagen van inactiviteit zijn ze klaar om aan te hechten. Ze zuigen zich in 4 tot 9 dagen vol, laten zich vallen, waarna ze 12 tot 29 dagen later het volwassen stadium hebben bereikt. Net zoals bij alle voorgaande stadia willen ook de adulten zich zo snel mogelijk aanhechten, maar 18 maanden overleven zonder bloedmaaltijd is geen probleem. Na een gastheer te hebben gevonden voeden de vrouwelijke adulten zich 5 tot 21 dagen lang en paren de mannelijke adulten. Volgezogen vrouwtjes laten zich vallen etc. etc., de cyclus herhaalt zich (Nuttall, 1915), (Koch, 1982). 

Onder de meest gunstige omstandigheden –bij 29º graden- kan deze cylus zich voltooien in slechts 63 dagen. Echter gezien het klimaat nooit volledig optimaal is en er tijdsfluctuaties bestaan in tot aanhechten aan de gastheer, duurt de cyclus meestal veel langer. De duur verschilt per land en zelfs regio, grofweg genomen zijn er 2 tot 3 generaties per jaar (Koch, 1986). 
Een ander belangrijk gegeven is dat de teek endofiel ofwel zijn levenscyclus binnenshuis kan voltooien. Dit betekent dat deze teek zich zodoende ook in niet-(sub)tropische landen kan manifesteren. Rapportages zoals bijvoorbeeld ook uit Nederland, doen dit gegeven bevestigen (Nijhof et al., 1997).

1.3 De teek R. sanguineus als vector
Teken behoren na de muggen tot de belangrijkste vector ter wereld van bacteriële, virale en protozoale agentia (Parola, Raoult, 2001). De R. sanguineus teek behoort zelfs tot een van de meest beruchte vectoren omtrent transmissie van pathogenen. Dit is onder andere te danken aan zijn levenscyclus, zijn off-host ecologie, voedingsgedrags als mede zijn adaptievermogen aan verschillende leefomstandigheden. De meest belangrijke eigenschap echter is zijn competentie voor het overbrengen van zeer veel verscheidene pathogenen. In onderstaande tabel 2 staan deze, inclusief geassocieerde ziekte, weergegeven. Alleen de (in de tabel staande) pathogenen waarop in deze studie ook gescreend is, zijn hieronder nader uitgewerkt. Dit betreft respectievelijk Ehrlichia canis en de groepen van Anaplasma spp., Babesia spp. en Leishmania spp.

Pathogeen 			Geassocieerde ziekte 	  Referentie		
Anaplasma marginale 		Bovine anaplasmosis 	        	   Parker, Wilson (1979)
Anaplasma platys *		Canine cyclic thrombocytopenia   Simpson (1991)
Babesia caballii 			Equine babesiosis 		   Enigk (1943)
Babesia canis 		 	Canine babesiosis 		   Regendanz, Muniz (1936)
Babesia gibsoni                         Canine babesiosis 	     Sen (1933)
Cercopithifilaria grassi 		Canine filariosis 		   Bain et al. (1982)
Coxiella burnetii 			Q fever 			   Mantovani et al. (1953)
Ehrlichia canis 			Canine monocytic ehrlichiosis      Groves et al. (1975)
Hepatozoon canis 		Canine hepatozoonosis 	               Nordgren, Craig (1984)
Leishmania infantum *    	Canine visceral leishmaniasis       Blanc et al. (1930)
Mycoplasma haemocanis 	Canine haemobartonellosis 	   Seneviratna et al. (1973)
Rangelia vitallia 			Peste de sangue 		   Loretti and Barros (2005)
Rickettsia conorii 		Mediterranean spotted fever        Brumpt (1932)
Rickettsia rickettsii		Rocky Mountain spotted fever      Parker et al. (1933)
Theileria equi 			Theileriosis 			   Enigk (1943)
												     
Tabel 2. Alfabetische lijst van pathogenen overgebracht door R. sanguineus teken, recentelijk opgesteld door Dantas-Torres en daterend uit 2008 (Dantas-Torres, 2008).
* aanwijzingen voor mogelijke vector rol, nader onderzoek echter nodig 

1.3.1 Ehrlichia canis
Ehrlicha canis is een kleine gram negatieve intracellulair levende bacterie behorende tot de genus Rickettsia en het oorzakelijke agens van monocytaire ehlichiose bij de hond. Naast R. sanguineus teken kan deze bacterie ook door de Dermacentor variabilis teek worden overgedragen (Dantas Torres, 2008). 
Naieve teken worden geïnfecteerd met deze bacterie wanneer ze een bloedmaal nemen van een met ehrlichia geïnfecteerde hond. Vervolgens kan deze geïnfecteerde teek dan tijdens het voeden andere naieve gastheerhonden besmetten, waarbij hun speekselklier als primaire infectiebron fungeert (Smith et al., 1976). Wanneer het hierbij om nymphae betreft, kunnen deze na vervelling tot adult alsnog met hun geïnfecteerde speekselklier bron van infectie zijn. In de literatuur beschreven als transstadiele transmissie (Schaefer et al.,2007). Dit gegeven in combinatie met het feit dat mannetjes teken zich meerdere malen kunnen voeden (ofwel op meerdere gastheren) zonder tussenkomst van vrouwtjes, maakt het transmissie risico van E.canis des te groter (Little et al., 2007). 

E. canis bacteriën infecteren de monocyten in de bloedbaan. Na 8 tot 20 dagen incubatietijd wordt de ziekte gekenmerkt door drie fasen respectievelijk een acute, subklinische en chronische fase. De acute fase duurt ongeveer 2 tot 4 weken waarbij vasculitis de boventoon voert. Een reeks aan verschijnselen als koorts, anorexie, petechien, oedemen, lymfadenopathie is veelal hierop ook terug te voeren. De subklinische fase duurt maanden tot jaren waarbij de hond vrijwel geen ziekteverschijnselen vertoond. In deze periode is een persistent geinfecteerde hond drager van de E. canis bacterie en zodoende een bron van infectie voor naieve teken. Als honden tijdens deze fase de bacterie niet weten te elimineren, ontwikkelt zich een chronische infectie. De precieze pathogenese van deze chronische fase is niet geheel duidelijk. Het wordt gekenmerkt door een scala aan verschijnselen als lethargie, koorts, anorexie en vermageren, anemie, lymfadenopathie en splenomegalie. Uiteindelijk raakt het beenmerg dusdanig uitgeput resulterend in fatale secundaire infecties of bloedingen door trombocytopenie (Nelson, 2003). De meest efficiente behandeling van ehrlichiose is orale doxycycline antibiotica toediening gedurende 14 dagen (Schaefer et al., 2007). Wanneer behandeling in de acute fase plaatsvindt, kan genezing optreden en is de prognose voor herstel van deze honden redelijk goed te noemen. De prognose verslechtert echter naarmate honden in een later stadium verkeren in dubieus tot slecht.

1.3.2 Anaplasma spp.
In tabel 2 is te zien dat R. sanguineus teken verantwoordelijk zijn voor het overbrengen van twee Anaplasma species respectievelijk A. marginale en A. platys. A. marginale veroorzaakt bij rundvee anaplasmose; A. platys bij de hond. Echter uit een Italiaanse studie van Alberti daterend uit 2006 blijkt dat R. sanguineus mogelijk ook vector is van A. phagocythophilum, een rol welke oorspronkelijk is weggelegd voor de Europese Ixodes ricinus teek. Een belangrijk gegeven is dat deze laatst genoemd Anaplasma species ook voor de mens pathogeen is, ofwel een zoönose. 

Anaplasma platys is een kleine gram negatieve intracellulair levende bacterie en het oorzakelijke agens van Infectieuze Canine Cyclic Thrombocytopenie (ICCT) bij de hond. Deze bacterie, voorheen bekend als Ehrlicha platys, is in 1978 voor het eerst gerapporteerd in de staat Florida van Verenigde Staten door Harvey et al., sindsdien volgde er vele ICCT casuistieken vanuit de gehele VS. Ondanks dat deze ziekte initieel in de VS gediagnosticeerd is en de meerderheid van de gevallen ook aldaar beschreven wordt, wordt A. platys infectie inmiddels ook in andere landen gerapporteerd. De ziekte is onder andere ook in Afrika, Venezuela, Taiwan, Spanje en Europese landen als Griekenland, Frankrijk en beschreven (Sanogo, 2003), (Arraga-Alvarado, 1992), (Sainz, 1999), (Chang, 1996), (Sainz, 1999) (Kontos, 1991).
A. platys bacterien infecteren trombocyten in de bloedbaan. Een acute infectie wordt gekenmerkt door het optreden van een cyclischgewijze trombocytopenie, anders gezegd hemorrhagie met regulaire intervallen. Infectie is daarentegen vrij mild en zelflimiterend en blijft zodoende veelal asymptomatisch bij honden. In enkele gevallen bijvoorbeeld tijdens chirugie kan echter een ernstige hemorrhagie optreden. Antibiotica therapie is afdoende maar in principe overbodig. Al met al wordt A. platys als een niet heel belangrijk ziekte veroorzakend agens gezien. Hierdoor dus ook bestempeld als een niet zeer pathogeen organisme (Bradfield, 1996).

A. phagocythophilum is een gram negatieve en intracellulair levende bacterie en het oorzakelijke agens van granulocytaire anaplasmose. Het is in Europa dankzij de oorpronkelijke vector - Ixodes ricinus teken - de meest wijdverspreide tick-borne infectie onder dieren (Stuen, 2007). In 2005 echter is in een onderzoek van Alberti et al. een R. sanguineus teek uit Italie positief bevonden op A. phagocythophilum (Alberti et al., 2005). Sindsdien worden R. sanguineus teken ook als mogelijke vecor gezien. Naast honden infecteert deze bacterie ook andere diersoorten als runderen, paarden maar ook mensen (als accidentele “dead-end” host). De humane vorm van anaplasmose (HGA) is in 1994 voor het eerst in de VS beschreven (Chen et al., 1994). 

A. phagocythophilum bacteriën infecteren granyloctyten in de bloedbaan en lymfogene organen. Een acute infectie wordt gekenmerkt door een milde griepachtige infectie met aspecifieke verschijnselen als koorts, lethargie, anorexie en spierpijn. Net zoals bij de A. platys infectie is ook deze infectie zelflimiterend. Daarnaast treedt ook hier een trombocythopenie op, echter in een andere vorm namelijk ernstig i.p.v. intervalsgewijs (Lilliehöök, 1998). 
In tegenstelling tot een A. platys infectie wordt hier wel aangeraden een antibiotica therapie in te stellen i.v.m. het mogelijk subklinisch of chronisch worden. Behandeling slaat in principe snel en goed aan waardoor de prognose voor klinisch herstel dan ook uitstekend is (Greig, 2006).

1.3.3 Babesia spp.
Babesia is een intracellulaire bloedparasiet behorende tot de orde van de Piroplasmida en het oorzakelijke agens van babesiose. Naast honden infecteert deze parasiet vele andere dieren zoals (rund)vee, knaagdieren, vogels evenals de mens. Zo zorgt B. divergens -met I. ricinus teken als vector- voor zoonose gevaar in Europa, in Amerika is deze rol weggelegd voor de B. microti (Homer et al., 2000). 

R. sanguineus teken zijn vector van twee weinig pathogene Babesia species: Babesia canis (vogeli) en Babesia gibsoni. Hierbij behoort B. gibsoni tot de kleine Babesia en B. canis tot de grote Babesia parasieten. Deze laatste species is sinds 1989 in nomenclatuur in drie verschillende subspecies opgedeeld: onderscheidenlijk Babesia canis canis, Babesia canis vogeli en Babesia canis rossi. Niet alleen op basis van verschil in kruisimmuniteit maar tevens door verschil in vector respectievelijk Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus sanguineus en Haemaphysalis leachi teken (Uilenberg, 1989). Met als gevolg dat deze subspecies in verschillende gebieden voorkomen en daar verantwoordelijk zijn voor babesiose. In Europa zijn voornamelijk de Dermacentor teken verantwoordelijk voor B. canis infecties, in Amerika R. sanguineus voor B. vogeli infecties en de H. leachi teken voor B. rossi in Afrika (Carret, 1999).

Het babesiose ziektebeeld wordt gekenmerkt door hemolytische anemie resulterend in onder andere bleke slijmvliezen, lethargie, hematurie en icterus (Nelson, 2003). Dit is terug te voeren op de pathogenese als een geïnfecteerde teek zich voedt op een gastheer en zo sporozoieten in diens bloedbaan brengt. Deze infecteren vervolgens de erythrocyten in de bloedbaan waar ongeslachtelijke vermenigvulding plaatvindt. Het gevolg hiervan is lysis van de rode bloedcellen. De ernst van ziektebeeld verschilt echter per species. Zo is infectie met de twee Babesia species overgedragen door R. sanguineus - respectievelijk B. canis vogeli en B. gibsoni - zeer mild en blijven verschijnselen dan ook veelal subklinisch (Meinkoth, 2002). De therapie voor babesiose bestaat uit een tweevoudige subcutane imidocarb injectie, met een tussentijd van 10 dagen (Mathe et al., 2006). Deze behandeling slaat goed aan waardoor de prognose bij tijdig ingrijpen goed te noemen is. Echter hoe langer men met behandelen wacht, des te gereserveerder de prognose wordt. Zonder therapie is deze ziekte fataal (Nelson, 2003).

1.3.4 Leishmania spp*
Leishmania is een eencellige protozoaire parasiet behorende tot de familie van de Trypanosomatidae en het oorzakelijke agens van viscerale leishmaniase. Naast honden infecteert deze parasiet ook onder andere knaagdieren en de mens. De oorspronkelijke vector van Leishmania is het zandvliegje; Phlebotomus spp. of Lutzomyia spp. Deze parasiet is wijdverspreid en heeft een spreidingsgebied zich uitstrekkend over Europa, Afrika, Azie en geheel Amerika inclusief het Caribische gebied (Zeledon, 1985), (Otranto, 2009), (Zerpo, 2000). Naast het zandvliegje echter, toonde Blanc en Caminopetros in 1930 al aan dat R. sanguineus ook een rol kunnen spelen bij de transmissie van Leishmania. Dit door op experimenteel te bewijzen dat R. sanguineus teken de capaciteit hebben om geïnfecteerd te raken en deze infectie ook te behouden en over te dragen naar knaagdieren (Blanc, Caminopetros, 1930). Sindsdien is er veel onderzoek naar deze mogelijke vectorrol gedaan, echter nog nooit hard bewijs geleverd ondanks sommige onderzoeken sterke vermoedens doen opleven. Zo is er door Dantas-Torres et al. Leishmania infantum DNA gedetecteerd in speeksel van R. sanguineus teken uit Italie en Brazilie en heeft Coutinho teken van Leishmania positieve honden op PCR positief bevonden (Coutinho et al, 2005). Daarnaast is onverklaarbaar hoe Leishmaniase endemisch kan heersen in gebieden gekenmerkt door afwezigheid van de phlebotomine vectorzandvliegjes en een aanwezigheid van R. sanguineus teken (Dantas-Torres et al., 2005).

Leishmania parasieten infecteren de macrofagen van de gastheer wanneer een geinfecteerde vector een bloedmaaltijd neemt. Na intracellulaire vermenigvuldiging en verspreiding door het lichaam middels de macrofagen, komen de parasieten uiteindelijk uit de cellen in de bloedbaan vrij. Dit zorgt voor de vorming van immuuncomplexen welke kunnen vastlopen in allerlei organen, resulterend in een klinisch ziektebeeld. Wanneer met name de huid wordt aangetast heet het cutane leishmaniase; wanneer organen als nieren, lever en spieren worden aangetast heet het viscerale leishmaniase. Het ziektebeeld wordt bepaald door de mate en type immuunrespons van de gastheer, hoe groter de afweer des te meer antilichamen en dus ook des te meer circulerende immuuncomplexen. Maar in principe wordt leishmania gekenmerkt door huid, vacht en nagel afwijkingen in huid; bij de viscerale vorm tevens anorexie, koorts, lymfadenopathie en orgaan functiestoornissen.





















2.1 Onderzoeksgebied en verzameling teken
Curaçao (12ºN, 68ºW) behoort tot de eilandengroep de Nederlandse Antillen en bevindt zich in het zuidwesten van het Caribisch gebied. Het gehele Caribische gebied strekt zich uit van de zuidelijke punt van Noord-Amerika tot de nooderlijke punt van Zuid-Amerika. Curaçao is hierin terug te vinden op ongeveer 70 kilometer ten noorden van de Zuid-Amerikaanse kust (zie afbeelding 1 de rode cirkel). Het eiland Curaçao heeft een oppervlakte van 470 km². Er heerst een semi-aride klimaat met een jaarlijkse neerslag van 600mm en een gemiddelde temperatuur van 29º graden Celsius. De koudste maand is januari met 26º graden Celsius. Het landschap is droog, rotsachtig en relatief vlak en wordt gekenmerkt door de met de wind meegroeiende dividivi bomen.

Figuur 2. Map van het Caribisch gebied. Dit gebied strekt zich uit van de zuid punt van Noord-Amerika tot aan de noordpunt van Zuid-Amerika. Curaçao ligt op ongeveer 70km afstand van de Zuid-Amerikaanse kust.    


De teken zijn aldaar in verschillende lokale dierklinieken of dierenasielen over het eiland verspreid verzameld. Dit is gebeurd door bij iedere hond alle aangehechte teken een voor een met een pincet van zijn gastheer te verwijderen. Deze teken zijn per gastheerhond in een plastic potje gestopt gevuld met 70% ethanol. Vervolgens na registratie is ieder potje voorzien van een etiket met alle (dier)gegevens en verstuurd naar Utrecht Centrum voor Teken-gebonden Ziekten (UCTD) te Utrecht. 

2.2 Determinatie teken
Aangekomen in Utrecht zijn de teken met een pincet uit de potjes 70% ethanol gehaald en onder een prepareermicroscoop gelegd. Vervolgens zijn deze - zoals beschreven in de taxonomische literatuur van Walker et al. (2003)- geidentificeerd naar soort, stadium en geslacht. Hierna zijn de gedetermineerde teken afkomstig van dezelfde gastheer per stadium en geslacht in een apart buisje met 70% ethanol gedaan en voorzien van een teekeigen TickID nummer. De larvaestadia allen afkomstig van hetzelfde dier hebben hierbij hetzelfde teeknummer gekregen aangezien deze gepooled werden tot 1 sample. Na determinatie zijn alle gedetermineerde teken tezamen met de bijbehorende diergegevens in een computerdatabase geregistreerd. 

Adulte vrouwelijke teken zijn te herkennen als volgezogen teek, of wanneer ze leeg zijn aan het scutum wat de dorsale zijde slechts half bedekt (zie figuur 3).
Adulte mannetjes zijn herkenbaar aan het volledige scutum aan de dorsale zijde, aan de adanale platen (sporen) naast de anaalopening aan de ventrale zijde en aan de kortere pootjes dan vrouwlijk adulten (zie figuur4). 
Teken zonder een genitaalopening behoren tot de nymphae, de larvae onderscheiden zich hiervan door slechts 3 paar poten te bezitten.





Figuur 3. Vrouwelijke adulte R. sanguineus teek. Het scutum bedekt slechts een deel van de dorsale zijde. Respectievelijk: dorsale view en ventrale view, en dorsale view en ventrale view volgezogen vrouwtje. 


Figuur 4. Adulte mannelijke R. sanguineus teek. Scutum bedekt de gehele dorsale zijde, aan de ventrale zijde de grote accesoire adanale platen naast de anaalopening zichtbaar. 

2.3 DNA extractie
De in ethanol bewaarde teken worden een voor een apart met een pincet uit het buisje gehaald, gewassen in MilliQ water en vervolgens op dissectiepapier gelegd. Elke teek wordt vervolgens met een steriel mesje zo klein mogelijk gemaakt, in ieder geval - afhankelijk van de grootte – in minstens vier stukken gesneden. De stukjes worden in een 2ml eppendorf cupje gedaan en vanaf hier in verschillende vervolgstappen verder afgewerkt met behulp van een NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel, Düren, Duitsland). Deze stappen zijn uitgevoerd volgens de bijgeleverde aanwijzingen van de producent voor het purificeren van insecten. De volledige uitvoering hiervan is terug te vinden in bijlage 1 ’Protocol DNA extracties’. 
Bij de laatste stap komt het DNA tezamen met 100 μl elutiebuffer in een 1,5 ml eppendorf cup terecht en wordt het onder het eerder verkregen teekspecifieke IDnummer in de vriezer bij -20 º Celsius opgeslagen tot voor nader gebruik.
2.4 DNA amplificatie en gelelectroforese
Met behulp van de polymerase ketting reactie kan een specifieke DNA streng vele malen vermenigvuldigd worden. Naast 2.5 μl DNA van de teek is hiervoor een speciale mix nodig om het proces te laten lopen. Deze zogenaamde PCR-mastermix van 22,5 μl bedoeld voor 1 sample bestaat uit: MilliQ water, 10x SuperTaq buffer, MgCl2, dNTP/UTP mix, UNG, DNA-polymerase en specifieke primers (zie bijlage 2: Protocol PCR). De primers, een forward en een reverse, komen overeen met de DNA sequentie vóór het te amplificeren DNA gebied, met als gevolg dat ze aldaar hechten aan de DNA streng en zo als startpunt dienen voor het te dupliceren DNA deel. Ofwel iedere mastermix bestaat uit dezelfde bestanddelen, alleen de gebruikte primers verschillen afhankelijk op welk pathogeen men wil screenen. 

Na het maken van de PCR-mastermix wordt de 2,5 μl DNA van de teek toegevoegd, waardoor uiteindelijk elk PCR-epje gevuld is met 25 μl vloeistof. Deze epjes worden in een PCR machine gezet, de thermocycler (iCycler Thermal Cycler van Bio-Rad). De thermocycler voert, na een gekozen protocol, een vast temperatuursproces uit met als gevolg: denaturatie van het dubbelstrengs DNA, hechting van de primers aan enkelstrengs DNA en elongatie van deze primers richting 5' waardoor weer dubbelstrengs DNA onstaat. Deze stappen worden in de machine veelvuldig herhaald waardoor na enige cycli genoeg van het specifieke DNA gebied is geamplificeerd om aan te kunnen tonen met gelelectroforese.

Wanneer de PCR voltooid is, worden de PCR producten met behulp van een gel nader bekeken met als doel te concluderen of er genoeg DNA geamplificeerd is om te kunnen detecteren en ten tweede of de PCR wel juist verlopen is. Dit is te controleren door middel van de meegenomen positieve en negatieve controle. 
Het principe van de elektroforese techniek berust op het feit dat moleculen zich door de gel heen gaan bewegen wanneer deze onder elektrische spanning wordt gezet. DNA-fragmenten bestaan namelijk uit negatief geladen moleculen, ofwel zullen zich naar de positieve pool gaan bewegen. Hoe kleiner de moleculen, des te snelller ze door de gel naar de positieve pool lopen, hoe groter de moleculen des te trager. Hierdoor ontstaat een scheiding van de DNA-fragmenten uit het PCR-product, gebaseerd op aantal baseparen/ DNA lengte. Met behulp van een aangebrachte DNA-ladder wordt vervolgens bekeken uit hoeveel baseparen deze gescheiden DNA-fragmenten bestaan.

De gel wordt gemaakt door 3 gram agarose af te wegen en 200ml 1xTAE buffer toe te voegen. Vervolgens enkele minuten in de magnetron zetten tot een vloeibaar en helder geheel is ontstaan, onder de kraan laten afkoelen en 6 μl ethidiumbromide erbij pipetteren. Vloeistof in de afgeplakte gelvorm gieten en het gewenste aantal slotjes erin zetten. Na 30 minuten is de gel hard en kan de gel geladen worden. Van elke PCR-product wordt 5μl in een welletje gemengd met 1μl 6x Loading Dye en in een slotje gepipetteerd. Wanneer alles is opgebracht kan het spanningsveld worden aangezet, lopend van de negatieve naar de positieve anode. Na ongeveer 40 minuten wordt de spanning eraf gehaald en de gel onder UV licht bekeken. Aangezien moleculen de kleuringsstof ethiumbromide opnemen, wordt zodoende de scheiding van eventuele aanwezige DNA fragmenten zichtbaar gemaakt (zie bijlage 3: Protocol Gelelektroforese).

2.5 Reverse Line Blot hybridisatie 
Wanneer na gelelektroforese is gebleken dat de PCR succesvol verlopen is, wordt vervolgd met de volgende detectiestap namelijk de Reverse Line Blot (RLB). Met behulp van deze techniek kan ieder teeksample op meerdere pathogenen tegelijk getest worden. Naast het feit dat de RLB een pathogeenspecifieke typering geeft, biedt deze techniek ook voordelen in de vorm van een hogere sensitiviteit en specificiteit dan de PCR techniek. 

Op een membraan zijn 43 soortspecifieke enkelstrengse oligonucleotide probes in verticale parallelle lijnen aangebracht. In bijlage 4 ‘Probes MP5 membraan’ is te zien welke 43 pathogeenspecifieke oligoprobes op de gebruikte membraan gebonden zijn en dus op welke pathogenen getest is. Door de membraan in een miniblotter (Immunitecs) te plaatsen met de slotjes loodrecht op de verticale oligolijnen, zullen de PCR producten horizontaal van links naar rechts over alle 43 probes gaan kruisen. Hierbij correspondeert één teeksample met één gevuld slotje, bestaande uit een samenvoeging van de 3 PCR producten in een oplosvloeistof. 

Wanneer een PCR product een bepaald pathogeen bevat welke overeenkomt met de enkelstrengse oligonucleotideprobe, zal binding (hybridisatie) plaatsvinden. Vervolgens worden de ongebonden PCR producten verwijderd door verschillende wasstappen met de membraan te doorlopen. Na deze wasstappen, dient de binding van de PCR producten aan de oligoprobes nog zichtbaar te worden gemaakt. Dit gebeurt middels het stofje peroxidase gelabeld streptavidine. Het streptavidine ondergaat interactie met biotine, welke alle PCR producten bezitten dankzij gebruik te hebben gemaakt van een biotine gelabelde primer. Wannneer men vervolgens na nieuwe wasstappen ECL detectievloeistof toevoegt, zal de peroxidase activiteit voor chemiluminescerende signalen zorgen (zie figuur 5).







Figuur 5. Schematische weergave van de Reverse Line Blot assay. Linkerer plaatje het algemene principe van de blot, rechterplaatje specifiekere werking van het verkrijgen van hybridisatie en uiteindelijke chemiluminescentie op de membraan.

Uiteindelijk worden deze luminescerende signalen op röntgenfilm vastgelegd. Met behulp van een raster worden de positieve signalen “blotspots” afgelezen; Ofwel is af te lezen welke tekensamples met welke pathogeenspecifieke oligo’s binding zijn aangegaan. Een voorbeeld van een blot is in onderstaande figuur 5 geillustreerd.
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Foto 2. Een RLB resultaat op röntgenfilm. De oligoprobes 1 t/m 43 lopen verticaal van boven naar beneden; de samples lopen horizontaal van links naar rechts. Witte cirkel; samples positief bij probe 1 en 2 respectievelijk op A.marginale en A. phagocytophilum. Rode cirkel; samples positief bij probe 20 en 21 respectievelijk Ehrlichia catch-all en E. canis. Groene cirkel; 
+ controle positief bij probe 43 Leishmania catch- all,  sample 4 van beneden af geteld (zwak) positief .
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Om de membraan herhaaldelijk te kunnen gebruiken, wordt na het maken van de foto de membraan gestript door deze 2 maal in een waterbad te wassen bij 80º graden Celsius in een 1%SDS oplossing. Waarna de membraan in een gesealde plastic zak met 2ml 20mM EDTA bij 4º graden Celsius wordt 







3.1 Onderzoeksgebied en tekenmonsters
In totaal hebben er twee zendingen met teken vanuit Curaçao plaatsgevonden, resulterend in 1017 teken afkomstig van 99 verschillende honden. Dit gegeven levert een infestatiegemiddelde op van 10 teken per gastheerhond.
Bij de eerste zending teken verzameld in juni 2009 van 18 verschillende gastheerhonden betrof het om 273 teken; de tweede zending teken verzameld in september/oktober 2009 bestond uit 744 teken afkomstig van 81 verschillende honden. 

3.2 Determinatie teken
Als beschreven onder materiaal en methode zijn de ingestuurde teken gedetermineerd op soort en stadium. Alle 1017 teken zijn als Rhipicephalus sanguineus gedetermineerd. Hierbij verkeerde 865 teken (85,1%) in het volwassen stadium; respectievelijk 527 vrouwelijke adulten (51,5%, n=1017) en 338 manlijke adulten (33,2%, n=1017)). Naast het adulte stadium zijn 120 teken (11,8%) in het nymphae stadium bevonden en 32 teken (3,1%) in het larvae stadium. 

3.3 DNA extractie
Van de in totaal 1017 gedetermineerde teken is er om tijdtechnische reden van 384 teken DNA geextraheerd. Hierbij is de eerste zending van 273 teken volledig geëxtraheerd; van de tweede zending 111 teken.
Larven afkomstig van dezelfde gastheerhond zijn zoals eerder vermeld gepooled tot 1 DNA sample. Dit was drie maal het geval, resulterend in 360 DNA samples beschikbaar om nader moleculair te screenen.

3.4 DNA amplificatie en gelelektroforese 
Van alle 360 DNA samples is elk sample onderzocht op de drie pathogeengroepen Ehrlichia/Anaplasma spp., Babesia/Theileria spp. en Leishmania spp.. Na de Ehrlichia PCR gaven 89 teken (24,7%, n=360) een positief signaal op gel. Hierbij is geen onderscheid gemaakt op sterkte of zwakte van desbetreffend signaal. De Babesia PCR heeft op gel 10 maal (3,1%, n=320) een positief signaal opgeleverd. Het Babesia-positieve percentage is hierbij anders uitgevallen wegens weglating van de eerste 40 tekensamples; gerekend n=320.
Wat betreft Leishmania zijn op vrijwel alle gels veelvuldig signalen te zien geweest, echter niet overeenkomend met het aantal baseparen van de positieve Leishmania controle. Concluderend dat geen enkel sample (0%) van de 360 onderzochte teken positief is op Leishmania spp.. 
Het gehele PCR resultaat op de drie pathogeengroepen tezamen is tot de onderstaande diagram gecomprimeerd. Hierin is de verdeling van de positieve teken over de in totaal 360 onderzochte teken duidelijk zichtbaar gemaakt.

Diagram 1. PCR resultaten: 264 negatieve samples (73,3%) en 96 positieve samples (26,7%). Hiervan zijn  86 positief op Ehrlichia/  Anaplasma spp., 7 op Babesia/ Theileria spp. en 3 zowel op Ehrlicha als Babesia spp. Geen enkele teek is positief bevonden op Leishmania spp.


3.5 Reverse Line Blot hybridisatie
Op RLB zijn 133 teken (36,9%, n=360) op een of meerdere pathogenen positief bevonden: 95 samples op Ehrlichia canis (26,4%, n=360); 27 samples op Anaplasma phagocytophilum (7,5%, n=360); 4 samples op Babesia venatorum; 3 op  Ehrlichia/Anaplasma catch-all; 3 op Babesia catch-all; en 1 sample op Anaplasma marginale. Geen enkele teek is positief bevonden op Leishmania species. 

Van de 95 positieve teken samples op E. canis betreft het bij 55 samples (57,9%, n=95) om een co-infectie. Naast een E. canis signaal was tevens bij 31 samples A. marginale signaal; bij 13 samples een A. phagocytophilum signaal; bij 7 samples zowel een A. marginale als een A. phagocytophilum signaal en bij 4 samples een Babesia catch-all signaal.

Alle positieve RLB resultaten staan - gecorreleerd aan de eerder verkregen PCR resultaten – in onderstaande tabel 4 weergegeven. Hierin is zichtbaar dat alle 89 Ehrlichia PCR positieve tekensamples op gel, ook op de RLB positief zijn bevonden; 66 samples op Ehrlichia canis, 19 samples op Anaplasma phagocytophilum, 3 samples op Ehrlichia/ Anaplasma catch-all signaal en 1 samples op Anaplasma marginale. Daarnaast hebben 37 teeksamples op RLB alsnog een positief signaal afgegeven. Dit betrof 29 keer om een Ehrlichia canis signaal en 8 keer een Anaplasma phagocytophilum signaal. 
PCR resultatenEhrlichia/ Anaplasma	RLB resultatenEhrlichia/ Anaplasma
24,7% positief(n=89)	 66 teken E. canis                                    (18, 3 %)
	 19 teken A. phagocytophilum                   ( 5, 3 %)
	   3 teken Ehrlichia/Anaplasma catch-all     ( 0, 8 %)
	   1 teek A. marginale                               ( 0, 3 %)
75,3 % negatief(n=271)	 29 teken E. canis                                     ( 8, 1%)
	  8 teken A. phagocytophilum                    ( 2, 2%)
n=360	Totaal: 126 teken RLB positief (35,0%	 26, 4% E. canis

















Tabel 4. Alle RLB resultaten omtrent een Ehrlichia of Anaplasma signaal. In totaal zijn 126 samples (35%) van de 360 samples positief geblot; hiervan is de meerderheid met 95 positieve teken (26,4%) toe te kennen aan E. canis positieven.

Van de in de totaal 95 positieve E. canis positieve teken betreft het 60 maal om een vrouwelijke teek (63,2%), 34 maal om een mannelijke teek (35,8%) en 1 maal om een poolsample van larvae (1%).

Wat betreft Babesia/Theileria zijn in totaal 11 teken (3,4%, n=320) op RLB positief bevonden; 4 samples op B. venatorum, 3 op Babesia catch-all en 3 op Babesia/Theileria catch-all. Zoals eerder vermeld is bij 4 van de 11 samples tevens sprake van een co-infectie met Ehrlichia canis.
Deze positieve RLB signalen - gecorreleerd aan de eerder verkregen Babesia PCR resultaten – staan in onderstaande tabel 5 weergegeven. Hierin is zichtbaar dat van de positieve 10 PCR samples er 7 ook op de RLB positief zijn; 4 teken op Babesia venatorum; 2 teken op Babesia/Theileria catch-all; en 1 teek op Babesia catch-all. De overige 3 samples hebben geen signaal afgegeven. Daarnaast hebben 4 samples alsnog op RLB een Babesia signaal afgegeven; 3 maal een Babesia catch-all signaal en 1 maal een Babesia/Theileria catch-all signaal (zie tabel 5). 
PCR resultatenBabesia/ Theileria 	RLB resultatenBabesia/ Theileria 
3,1% positief(n=10)	 4 teken Babesia venatorum                    
	 2 teken Babesia/Theileria catch-all         
	 1 teek Babesia catch-all                         
	 3 teken negatief (geen RLB signaal)

96,9 % negatief(n=310)	 3 teken Babesia catch-all                         
	 1 teek Babesia/Theileria catch-all         
n=320	Totaal: 11 teken RLB positief(3, 4%)	 4 x B. venatorum                    
		 4 x Babesia catch-all                         
		 3 x B/T catch-all         
Tabel 5. Alle RLB resultaten omtrent een Babesia of Theileria  signaal. In totaal zijn 11 samples (3,4%) van de 320  samples positief geblot.

Van de 360 teken is er overeenkomend met de RLB resultaten geen enkel teeksample positief bevonden op Leishmania spp. In eerste instantie heeft 1 teek een positief “Leishmania catch-all” signaal afgegeven, echter dit resultaat was zowel op PCR als op RLB niet herhaalbaar. 








In dit onderzoek is middels moleculaire detectie een eerste poging gedaan om de infectiestatus en graad in kaart te brengen van R. sanguineus teken uit het Caribisch gebied, Curaçao. Op de Caribische eilanden heerst een grote infestatie problematiek rondom R. sanguineus teken, vector van verscheidene pathogenen waaronder Ehrlichia canis. Deze bacterie veroorzaakt monocytaire ehrlichiose, een ziekte welke frequent onder de lokale hondenpolulatie aldaar gediagnosticeerd wordt. De resultaten voortkomend uit dit onderzoek demonstreren dan ook als verwacht een hoge infectiegraad met E. canis. Van de 360 onderzochte tekensamples zijn 95 teken (26,4%) positief bevonden op Ehrlichia canis. Daarnaast zijn er ook andere species aangetoond uit de Anaplasma en Babesia pathogeengroep.

Verzamelde teken  en determinatie
In twee verschillende tijdsperioden - respectievelijk in juni 2009 en in augustus en september 2009 -  zijn maarliefst 1017 teken verzameld van in totaal 99 honden. Over deze honden was geen tot weinig informatie bekend omtrent hun gezondheidsstatus. Bij alle teken betrof het om de soort R. sanguineus en wel 51,5% vrouwelijk adult,  33,2% mannelijk adult, 11,8% nymf en 3,1% larf. 

DNA extractie
Uiteindelijk is van de 1017 ingestuurde teken DNA geëxtraheerd van de eerste zending bestaande uit 273 teken en gecomprimeerd tot 249 DNA samples. Van de tweede zending bestaande uit 744 teken is om tijdtechnische redenen slechts van 111 teken DNA geextraheerd. Dit brengt een totaal aan 360 DNA samples welke nader moleculair gescreend zijn.
Bij het extraheren is een tweedeling opgevallen onder de vrouwelijke adulten Met name in de eerste zending uit juni was het merendeel van de vrouwtjes volgezogen, in de tweede zending daarentegen daterend uit juni/september was dit meer uitzondering en betrof het slechts om enkele gevallen ofwel was het merendeel juist ongevoed. Deze tweedeling is later ook terug te zien in de resultaten.
Bij het screenen op Babesia is gebleken dat waarschijnlijk bij het extraheren niet zorgvuldig gewerkt is, waardoor contamintatie is opgetreden met Babesia in de eerste 40 DNA samples. In het onderzoek zijn deze eerste 40 samples dan ook buiten de resultaten weggelaten en is er wat betreft Babesia gerekend met n=320.
Resultaten
Na PCR op de drie pathogeengroepen Ehrlichia/ Anaplasma, Babesia en Leishmania zijn op gel in totaal 96 tekensamples (26,7%, n=360) positief bevonden; respectievelijk 86 samples (23,9%, n=360) op Ehrlichia/ Anaplasma, 7 op Babesia spp. en 3 samples op zowel Ehrlichia als Babesia spp. Geen enkele teek is positief bevonden op Leishmania spp. Hierbij waren sommige samples dusdanig dubieus dat deze herhaald zijn, resulterend in een niet reproduceerbaar signaal of in een onjuist aantal baseparen bestaand signaal. Na deze uitkomsten is besloten eerst alle 360 samples volledig PCR en RLB te screenen, om later weer terug te komen op dit “Leishmania PCR” vraagstuk. Hier is echter nooit meer aan toe gekomen en zodoende blijft een (theoretische) verklaring schuldig. 

De Reverse Line Blot heeft geresulteerd in 133 positieve teken samples (36,9%, n=360). Hierbij korreleerde alle RLB gegevens met de eerder verkregen PCR resultaten, op de Babesia PCR na. Bij RLB hebben namelijk drie van de 10 PRC positieve Babesia samples geen signaal afgegeven. Dit is waarschijnlijk te wijten aan de hogere specificiteit van de RLB techniek boven de PCR, ofwel waren deze PCR resultaten “vals positief”. Daarnaast is - zoals verwacht - dankzij de hogere sensitiviteit een veel groter aantal teken positief bevonden op RLB. 

Van de 133 positieve samples zijn er 95 positief bevonden op Ehrlichia canis (26,4% n=360). Waarbij een meerderheid van 57,9% (55, n=95) sprake is van een co-infectie met; of Anaplasma species (51/55) of Babesia species (4/55). 
Naast deze 95 (co-infecteerde) E. canis samples zijn 31 samples positief bevonden op andere infecties: 27 maal A. phagocytophilum; 3 maal Ehrlichia/ Anaplasma catch-all; 1 maal  Anaplasma marginale. Deze Anaplasma resultaten zijn vrij onverwacht, ofwel niet in overeenstemming met de bestaande literatuur. A. phagocytophilum is misschien dan wel in een eerder onderzoek door Alberti et al. in een Italiaanse R. sanguineus teek aangetroffen, echter nog geen bewezen vector (Alberti et al., 2005). Deze rol behoort oorspronkelijk de I. ricinus teken toe, waardoor dergelijke prevalentie getallen dan ook in Europa zijn terug te vinden. Echter, naast het feit dat deze resultaten eventueel wel juist zouden kunnen zijn is het aannemlijker dat A. phagocytophilum op de gebruikte RLB niet te onderscheiden valt van A. platys. 
Anders gezegd zou er sprake kunnen zijn geweest van een kruisreactie op de A. phagocytophilum probe (Yabsley et al., 2007). Wanneer men hiervan uitgaat zouden de resultaten in ieder geval meer plausibel worden, gezien het gegeven A. platys veelvuldig in landen om het Caribisch gebied heen - Venezuela, Grenada en de VS - gerapporteerd wordt (Arraga-Alvarado, 1992). Bevestiging over de juistheid van deze positieve blotspots is te verkrijgen middels kloneren en sequencen van desbetreffende teeksamples. Tevens bestaat er de mogelijkheid om met behulp van een specifieke A. platys probe alsnog te verifieren of deze bacterie aanwezig is in de Curaçaose tekenpopulatie (Sparagano, 2003).
Van de in de totaal 95 positieve E. canis positieve teken betreft het 60 maal om een vrouwelijke teek (63,2%), 34 maal om een mannelijke teek (35,8%) en 1 maal om een poolsample van larvae (1%). Met deze uitkomst kan de rol van de mannelijke teken in de transmissie van E. canis groter zijn dan geacht. Tenminste wanneer men erbij stilstaat dat mannelijke teken zich meerdere malen kunnen voeden zonder tussentijdse copulatie, zoedoende er sprake kan is van een grotere kans op het verkrijgen en/ of overdragen van E. canis zonder tussenkomst van vrouwlijke dieren. Daarnaast is aangetoond dan mannelijke R. sanguineus teken zich tussen gastheerhonden kunnen verplaatsten ofwel dus ook kunnen voeden (Little et al, 2007). Om niet te vergeten dat deze volwassen teken 18 maanden kunnen overleven in de omgeving zonder zich te voeden.

Naast de Ehrlichia/Anaplasma groep zijn er op RLB 11 teeksamples (3,4%, n=320) positief bevonden op een Babesia species. Bij 4 samples betrof het om een B. venatorum signaal; bij 7 teeksamples alsnog om een aspecifiek Babesia catch-all signaal. Babesia venatorum (EU1) is een in Europa recent gevonden Babesia divergens-achtig species, welke met name herten en ook de mens parasiteert. Aangezien deze species tot dusver alleen daar is gerapporteerd en R. sanguineus teken hiervan geen vector is, wordt het heel aannemelijk dat deze resultaten niet kloppen. Opvallenderwijs is wel dat het bij alle vier de samples om manlijke adulte teken betreft afkomstig van dezelfde gastheer. Om zekerheid te krijgen omtrent de juistheid van deze resultaten, zouden deze gekloneerd en gesequenced moeten worden. De mogelijkheid van opgetreden kruisreactiviteit op probes, dient altijd overwogen te worden bij vreemde (onverklaarbare) resultaten.
Wat betreft de 7 andere positieve samples cq. de alsnog aspecieke Babesia catch-all signalen; een mogelijke verklaring hiervoor is dat desbetreffende pathogeenspecifieke probe niet op de MP5 membraan aanwezig was. Zoals eerder beschreven is R. sanguineus namelijk vector van de twee Babesia species B. canis vogeli en B. gibsoni. De specifieke probe voor deze laatste species zat niet op de gebruikte MP 5 membraan gebonden.
Een ander vreemd verkregen resultaat zijn de 7 (zeer lichte) B. crassa catch-all signalen. Na lange evaluatie van de RLB films is opgevallen dat wanneer er sprake was van een zware A. marginale blotspot, er tevens een zwak B. crassa catch-all signaal te zien was. Ofwel ook hier mogelijk sprake is geweest van een kruisreactie.

In overeenstemming met de PCR resultaten is ook op de RLB geen enkele teek positief bevonden op Leishmania species. In eerste instantie is er bij 1 sample een positief signaal afgegeven, echter dit resultaat was niet herhaalbaar. Waarschijnlijk is ook deze “blotspot’ te wijten geweest aan een kruisreactie. 
Het feit dat er in geen enkele teek Leishmania spp. is gevonden, is niet heel onverwacht. Ten eerste is tot dusver de mogelijke vectorrol van R. sanguineus rondom Leishmania spp. niet bewezen en bestaan er slechts aanwijzingen (Blanc, Caminopetros, 1930), (Coutinho et al., 2005). Ten tweede zijn er geen veterinaire gegevens beschikbaar over Leishmania casuistieken voorkomend op het eiland aldaar. In het Caribische gebied komt wel degelijk Leishmania voor, echter of en in welke mate dit ook Curaçao betreft is nog maar de vraag (Zeledon, 1985), (Zerpa, 2000). Wanneer men in de toekomst hierover meer duidelijk wil of wederom in vervolgonderzoek R. sanguineus gaat screenen op Leishmania species, komt de suggestie om niet ad random van honden (ongevoede) teken te verzamelen maar van klinisch verdachte Leishmania honden. 

Om terug te komen op het hoofdonderwerp van deze studie – het bepalen van de E. canis prevalentie- dient gezegd te worden dat er kanttekeningen geplaatst kunnen worden rondom het uiteindelijke E. canis percentage. Zo is er door een tweedeling omtrent de ingezonden teken, ook een tweedeling ontstaan rondom het percentage positieve teken. Na de eerste zending was namelijk 30,9% positief (77 teken, n=249) op E. canis, bij de tweede zending slechts 16,2% (18 teken, n=111). Hierdoor is uiteindelijk het gemiddelde percentage naar beneden gebracht tot 26,4% (95 teken, n=360). 

Om dit te kunnen verklaren dienen een aantal bepalende factoren nader uit gelegd te worden. Ten eerste het verschil tussen het aantal gevoede en ongevoede vrouwelijke adulten, eventueel gekorreleerd aan de gezondheidsstatus van de gastheerhond. In de eerste zending teken waren namelijk vrijwel alle vrouwelijke teken volgezogen, waardoor de mogelijkheid ontstaat dat teken – wanneer de gastheer geinfecteert is met Ehrlichia – op diens geinfecteerde bloed positief worden bevonden. In de resultatenlijst is dit ook opvallenderwijs terug te zien als; of een hond heeft geen enkele positieve teek, of een hond heeft vrijwel alleen maar positieve teken. Het betreft hierbij met name ook om of de zwerfhonden of de honden met meer dan 10 teken. Kort door de bocht gezegd dus juist die honden waarop geen tekenpreventie en bestrijding plaatsvindt en waarschijnlijk ook geen veterinaire zorg aan wordt verleend; zodoende mogelijkerwijs ziektes bij zich dragen.

Daarnaast zijn de 111 teken van de tweede zending teken uit augustus/september middels selectie gekozen om nader gescreend te worden. Bij binnenkomst bleek dat niet de gehele zending van 744 teken gescreend zou kunnen worden gezien een bestaande tijdslimiet. Twee opties lagen voor de hand: of besluiten om ad random per gastheer diens teken te screenen, of besluiten om doeltreffend zoveel mogelijk gastheerhonden en diens teken te screenen. Aangezien de laatste optie belangrijkere informatie zou opleveren is hiervoor gekozen. Waarschijnlijk heeft deze keus ook invloed gehad op het percentage E. canis positieve teken. De hele zending is namelijk op gastheervolgorde gezet van 1 teek hebbende tot 47 teken hebbende, waarna vervolgens deze lijst van boven naar beneden is afgewerkt (zover als tijdsmogelijk was). Dit met dus als gevolg dat uiteindelijk alleen die teken van honden gescreend zijn, geinfesteerd met “vrij weinig” teken. Ofwel ook hier weer kort door de bocht gezegd juist die honden waarop wél tekenpreventie en bestrijding plaatsvindt en waarschijnlijk ook wél veterinaire zorg aan wordt verleend; zodoende mogelijkerwijs geen ziektes bij zich dragen.







Ten eerste wil ik zeggen dat ik mijzelf met alle plezier in dit nieuwe avontuur -deze onderzoekstage - gestort heb. En zodoende iedere dag weer, met de nodige ups en enkele downs, de  strijd ben aangegaan met de velen ingestuurde teken.
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Bijlage 1: Protocol DNA extracties

1.	Zet het waterbad aan op 56°C 
2.	Selecteer teken en nummer 2 ml epjes corresponderend met de nummers van de teken.
3.	Maak een teek schoon in een buisje milliQ en leg deze op het filterpapier. Snijd de teek in kleine stukjes met een steriel mesje en doe deze stukjes in het desbetreffend eigen epje.
4.	Werk zo alle teken af en voeg 180 μl T1 in elk epje
5.	Pureer de teken in het epje met een mixer (na elke teek mixer schoonmaken: milliQ, 70% ethanol en opnieuw milliQ).
6.	Voeg aan elk epje vervolgens 25 μl proteinase K toe  en vortex
7.	Incubeer de epjes min. 90 minuten in het waterbad (56°C) 
8.	Zet in deze tussentijd het hitteblok aan op 70°C en leg de BE er al vast op
9.	Haal de epjes uit het waterbad en voeg 200 μl B3 toe
10.	Zet de epjes 12 minuten in het hitteblok (70°C).
11.	Voeg vervolgens 210 μl 100% ethanol toe en centrifugeer voor 2 minuten op 11.000 rpm
12.	Pipetteer het supernatant over in genummerde column’s en centrifugeer (1 min., 11.000 rpm). Gooi het vocht in de opvangbuis weg.
13.	Voeg 500 μl BW toe. Centrifugeer (1 min., 11.000 rpm). Gooi het vocht in de opvangbuis weg.
14.	Voeg 600 μl B5 toe. Centrifugeer (1 min., 11.000 rpm). Gooi het vocht in de opvangbuis weg.
15.	Centrifugeer nogmaals (1 min., 11.000 rpm).
16.	Plaats de column in een nieuw 1,5 ml epje en voeg 100 μl voorverwarmde BE toe (70°C) direct op de membraan.
17.	Centrifugeer column en epje voor 1 min. bij 8.000 rpm, daarna 1 min. bij 11.000 rpm.




Bijlage 2: Protocol PCR

In de PCR ruimte: 
1.	Merk 3 stuks van 1,5 ml epjes met de drie verschillende pathogenen
2.	Maak in deze epjes drie verschillende mastermixen (vortex de buffer, dNTP/dUTP mix en primers alvorens toe te voegen).

Bestandsdelen mastermix			Hoeveelheid (μL)	
1. MilliQ					15,025    x n*
2. 10x Supertaq PCR buffer	  		2,50        x n*
3. dNTP/dUTP mix		  		1,25        x n*
4. forward primer		  		0,5          x n*
5. reverse primer		  		0,5          x n*
6. supertaq			  		0,125      x n*
7. UNG	  				0,10        x n*

* n = aantal DNA samples + 1 positieve controle + 1 negatieve controle + per 10 samples 1 extra om pipetteerverliezen te compenseren

3.	Vortex de mastermixen en pipetteer deze uit over de afzonderlijke microcentrifuge tubes (22,5 μl per tube) 

In de flowkast:
4.	Doe 2,5 μl DNA van 1 teeksample in de desbetreffende drie microcentrifuge tubes. 
5.	Voeg 2,5 μl milliQ bij in de negatieve controle tubes en 2,5 μl positieve controle in de positieve controle tubes

Bij de thermocycler:
6.	Centrifugeer de microtubes kort en plaats ze in de thermocycler 
7.	Kies het juiste PCR-programma behorend bij betreffende pathogenen
8.	Bewaar de PCR-producten in de vriezer bij -20°C.


 Bijlage 3: Protocol gelectroforese (grote gel)

1.	Weeg 3 gram agarose af en doe het in een Erlenmeyer
2.	Los dit op in 200 ml 1x TAE door 2 a 3 minuten in de magnetron te zetten
3.	Na oplossen afkoelen onder de kraan en 5 μl ethidiumbromide toevoegen 
4.	Giet het mengsel in een gel tray, waarvan de uiteinden zijn afgesloten met tape
5.	Verwijder eventuele belletjes met een pipetpunt 
6.	Plaats de gewenste kammen in de gel
7.	Laat de gel ongeveer 30 tot 45 min uitharden bij kamertemperatuur
8.	Verwijder de kammen en de tape en leg de gel in de electroforese bak
9.	Voeg eventueel electroforese buffer (1x TAE) bij tot 1 mm over de gel


10.	 Neem een “96 wells plate” en meng ieder PCR-product met “6x Loading
Dye Solution” alvorens op de gel aan te brengen (5 μl PCR-product met 1       μl Loading Dye)
11.	  Vul elk slotje met 5 μl PCR product gemixt met Loading dye   
12.	  In het laatste slotje komt 5 μl DNA Ladder Mix
13.	  Laat 30 tot 45 min een stroom door de gel lopen van maximaal 125 V.
14.	  Bekijk de gel onder een UV-illuminator m.b.v. de Labworks software.
15.	  Maak een foto van het eindresultaat


















15.	Borrelia burgdorferi sensu lato
16.	Borrelia afzelii
17.	Borrelia burgdorferi sensu stricto
18.	Borrelia garinii
19.	Borrelia valaisiana
20.	Ehrlichia / Anaplasma catch-all




25.	Rickettsia catch-all (Rickettsia specifiek)
26.	Rickettsia helvetica
27.	Rickettsia sp. (DnS14) / raoultii
28.	Rickettsia massiliae
29.	Rickettsia conorii
















Bijlage 5:  Protocol RLB

1.	Neem de te onderzoeken PCR-producten, inclusief A/E en B-probe is er plaats voor 43 samples
2.	Zet het waterbad aan op 50°C, de incubatorkast op 42°C en de buisjesincubator op 100°C
3.	Zet de 2xSSPE/0,1%SDS en de 2xSSPE/0,5%SDS in het waterbad op 50°C.
4.	Nummer het aantal 1,5 ml epjes overeenkomend met de samples
5.	Vul alle epjes met 150 μl 2xSSPE/0,1%SDS
6.	Voeg aan ieder epje 10 μl van elk pathogeen-sample toe
7.	Vervolgens voor 10 min in de buisjesincubator op 100°C, daarna meteen koelen op ijs.
8.	Centrifugeer de epjes op 4° C “short”, nadat ze zijn afgekoeld.
9.	Was de membraan in 2xSSPE/0,1%SDS onder zacht schudden (5 minuten bij kamertemperatuur)
10.	Plaats de membraan in de miniblotter; slotjes haaks op de probes
11.	Verwijder overbodige vloeistof d.m.v. een zuigende pipetpunt
12.	Pipeteer in ieder slotje 150 μl van desbetreffend sample
13.	Vul de buitenste en lege slotjes met 2xSSPE/0,1%SDS
14.	Zet de miniblotter in de incubator (60 minuten bij 42°C)
15.	Verwijder de samples d.m.v. de zuigende pipetpunt en haal de membraan uit de blotter
16.	Was de membraan 2 maal in voorverwarmd 2xSSPE/0,5%SDS in het waterbad onder zacht schudden (10 minuten bij 50°C)
17.	Incubeer de membraan met 20 ml 2xSSPE/0,5%SDS en 5 μl streptavidine, nb eerst samen mengen. (30 minuten bij 42°C) 
18.	Was de membraan 2 maal met 2xSSPE/0,5%SDS in het waterbad onder zacht schudden (10 minuten bij 42°C)
19.	Was de membraan 2 maal met 2xSSPE onder zacht schudden (5 minuten bij kamertemperatuur)
20.	Schenk 10 ml ECL (5 ml ECL 1 + 5 ml ECL) over de membraan en zwenk een aantal minuten zodat de membraan volledig bedekt wordt
21.	Droog de membraan door deze op een tissue te leggen en de bovenkant aft e denken met een overhead sheet 
22.	Na een minuut de membraan tussen twee schone overhead sheets leggen, verwijder voorzichtig! eventuele luchtbellen door met een tissue er overheen te wrijven, plaats het vervolgens in de exposure cassette

23.	Ga naar de donkere kamer
24.	 Doe alle lichten uit en leg een röntgenfilm bovenop de sheets in de cassette, sluit de cassette en laat deze  voor 10 minuten liggen 
25.	Haal de film uit de cassette en leg hem in de ontwikkelmachine

26.	Voor hergebruik van de membraan deze 2 maal wassen in voorverwarmd 1%SDS oplossing in het waterbad (30 minuten bij 80°C) 




1.	300ml 2XSSPE/ 0.1% SDS: 30ml 20X SSPE + 3ml 10%SDS + 267ml DI-water
2.	500ml 2XSSPE/ 0,5% SDS: 50ml 20X SSPE + 25ml 10% SDS + 425ml DI-water






Bijlage 6: Volledige lijst PCR en RLB resultaten

Eerste zending teken uit Curaçao (juni 2009)

Nr.	Hond   +TickID	Determinatie           Soort		PCREhrlichia/Anaplasm	PCRBabesia/Theileria	PCRLeish-mania	RLB uitslagen
1123	Sweety8627 A8627 B8627 C	R .sanguineus	♀♀♀	---	---	---	---
2456	Tootsie 18628 A8628 B8628 C	R .sanguineus	♀♀♀	---	---	---	---
78	8629 A8629 B	R .sanguineus	♂♂	--	--	--	--
39	Tootsie 28630	R .sanguineus	♀	-	-	-	-
10	8631	Sanguineus spp.	4 x larf	-	-	-	-
411121314	Nicolai8633 A8633 B8633 C8633 D	R .sanguineus	♀♀♀♀	positief- --	----	----	E. canis---
1516	8634 A8634 B	R .sanguineus	♂♂	--	--	--	--
5171819202122	Isla8635 A8635 B8635 C8635 D8635 E8635 F	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀	positief---positief-	------	------	E.canis--E.canisE.canis-
23242526	8636 A8636 B8636 C8636 D	R .sanguineus	♂♂♂♂	--positief-	----	----	--E.canis-
627282930313233	Sasha8656 A8656 B8656 C8656 D8656 E8656 F8656 G	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀	----positief --	-------	-------	----E. canis--
34353637383940414243444546747484950515253545556575859606162	8657 A8657 B8657 C8657 D8657 E8657 F8657 G8657 H8657 I8657 J8657 K8657 L8657M Hadiki (┼)8658 A8658 B8658 C8658 D8658 E8658 F8658 G8658 H8658 I8658 J8658 K8658 L8658 M8658 N8658 O8658 P	R .sanguineusR .sanguineus	♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂ ♂   ♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀	--positief-positiefpositief---positief-positiefpositiefpositief---positiefpositiefpositief--positiefpositiefpositiefpositiefpositiefpositief-	-----------------------------	-----------------------------	--E.canis-E.canisE.canisE. canis, A. marginaleE. canis, A. marginaleE. canis, A. marginale A. phagocytophilumE. canis-E. canis, A. marginale, B.crassa catch allE. canis, A. phagocytophilumE. canis, A. phagocytophilum- E. canisE. canisE. canis A. marginale B.crassa catch allE. canis A. marginale B.crassa catch allE. canisE. canis A. marginale B.crassa catch allE. canisE. canisE. canisE. canisE. canis, A. phagocytophilum, A. marginaleE. canis, A. phagocytophilumE. canis, A. phagocytophilumE. canis, A. phagocytophilum
6364656667686970	8659 A8659 B8659 C8659 D8659 E8659 F8659 G8659 H	R .sanguineus	♂♂♂♂♂♂♂♂	-positief--positiefpositief-positief	--------	--------	- E. canis, A. marginaleE. canis, Babesia catch all E. canis, B/T catch allE. canisE. canis, A. marginaleE. canis, A. marginaleE. canis, A. marginale
87172737475	Zwerfhond8661 A8661 B8661 C8661 D8661 E	R .sanguineus	♀♀♀♀♀	positiefpositiefpositief-positief	-----	-----	E. canis, A. marginaleE. canis, Babesia catch allE. canis-E. canis, A. phagocytophilum
76	8662	R .sanguineus	♂	positief	-	-	E. canis, A. marginale, A. phagocytophilum
97778798081	Tabita8663 A8663 B8663 C8663 D8663 E	R .sanguineus	♀♀♀♀♀	-----	-----	-----	E. canisE. canis, A. marginaleE. canis, A. marginaleE. canisE. canis (Leishmania catch-all: onherhaalbaar)
828384858687888990	8664 A8664 B8664 C8664 D8664 E8664 F8664 G8664 H8664 I	R .sanguineus	♂♂♂♂♂♂♂♂♂	positiefpositief---positief--positief	---------	---------	E. canis, A. marginale, B.crassa catch allE. canis--E. canis, A. marginaleE. canis, A. marginaleE. canis, A. marginaleE. canis, a. marginaleE. canis, A. marginale, B.crassa catch all
91	8665	Sanguineus spp.	3x larf	positief	-	-	E. canis, A. phagocytophilum

109293949596979899100101	Zwerfho8666 A8666 B8666 C8666 D8666 E8666 F8666 G8666 H8666 I8666 J	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀	-positief-positief----positiefpositief	----------	----------	A. phagocytophilumE. canis, A. phagocytophilumA. phagocytophilumE. canis, A. phagocytophilum-- -- E. canisE. canis
> 2102103	Tootsie 18632 A8632 B	R .sanguineus	♂♂	--	-positief	--	- -  
>10104105106107108109110111	Zwerfho8667 A8667 B8667 C8667 D8667 E8667 F8667 G8667 H	R .sanguineus	♂♂♂♂♂♂♂♂	----positief---	--------	--------	E. canis, A. marginale- E. canisE. canisA. phagocytophilum, E/A catch all-A. phagocytophilum-
11112113114115116117118119120	Zwerfho8668 A8668 B8668 C8668 D8668 E8668 F8668 G8668 H8668 I	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀♀♀	positiefpositiefpositief-positief---positief	------positief--	---------	E. canis, A. phagocytophilumA. phagocytophilumE. canis-E. canis-Theileria/Babesia catch all-E/A catch all
121122123124125126	8669 A8669 B8669 C8669 D8669 E8669 F	R .sanguineus	♂♂♂♂♂♂	-- positief-- - 	------	-- ----	-- E. canis, A. phagocytophilumA. phagocytophilum--

12127128129130	Bruno8670 A8670 B8670 C8670 D	R .sanguineus	♀♀♀♀	----	----	----	--A. phagocytophilum-
131132133134135136137138139140141	8671 A8671 B8671 C8671 D8671 E8671 F8671 G8671 H8671 I8671 J8672	R .sanguineusSanguineus spp.	  ♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂20x larf	----positief--positief-positief-	-----------	-----------	----A. marginale, E/A catch all--A. phagocytophilum-E.canis, A.marginale, Bab. crassa catch all-
13142143144145146147148149150	Missy8673 A8673 B8673 C8673 D8673 E8673 F8673 G8673 H8673 I	Sanguineus spp.	9x Ny	-positiefpositiefpositiefpositiefpositief --positief	---------	---------	-A. phagocytophilum, E/A catch allA. phagocytophilum, E/A catch allA. phagocytophilum, E/A catch allA. phagocytophilum, E/A catch allA. phagocytophilum, E/A catch all--A. phagocytophilum
14151152153154155156157158159160161162163164165166167168169170	Zwerfho8674 A8674 B8674 C8674 D8674 E8674 F8674 G8674 H8674 I8674 J8674 K8674 L8674 M8674 N8674 O8674 P8674 Q8674 R8674 S8674 T	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀ ♀♀♀♀♀♀♀♀♀	positiefpositief-positiefpositiefpositief--positiefpositief----positief----positief	--------------------	--------------------	E. canis, A. marginaleA. phagocytophilum-A. phagocytophilumA. phagocytophilum, Nicolleia catch allA. phagocytophilum--A. phagocytophilumE. canis----E. canis, A. marginale, A. phagocytophilum----E. canis, A. marginale
171172173174175176177178179180181182	8675 A8675 B8675 C8675 D8675 E8675 F8675 G8675 H8675 I8675 J8675 K8675 L	R .sanguineus	♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂	--positief---------	------------	------------	A. phagocytophilum-E. canis, A. marginale, A. phagocytophilum-------A. phagocytophilum-
15183184185186187188189190191192193194195196197	Dori/Bits8676 A8676 B8676 C8676 D8676 E8676 F8676 G8676 H8676 I8676 J8676 K8676 L8676 M8676 N8676 O	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀♀	positief-positief--------positiefpositiefpositief-	---------------	---------------	E. canis, A. phagocytophilum -E. canis, A. marginaleA. phagocytophilum-------E. canisA. phagocytophilumA. phagocytophilum-
198199200201202203204205206207208209210211212213214	8677 A8677 B8677 C8677 D8677 E8677 F8677 G8677 H8677 I8677 J8677 K8677 L8677 M8677 N8677 O8677 P8677 Q	R .sanguineus	♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂♂	positief---positiefpositief-positiefpositief--------	positief---positief--positief---------	-----------------	A. phagocytophilum---A. phagocytophilumE/A catch all-E. canis, Babesia/Theileria catch allE/A catch all--------
215216217	8678 A 8678 B 8678 C	Sanguineus spp	3x N Y M F	---	---	---	---
16218219220	Toby8679 A8679 B8679 C	R .sanguineus	♀ ♀ ♀	---	---	---	---






17228229230231232233234235	Lady8694 A8694 B8694 C8694 D8694 E8694 F8694 G8694 H	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀♀  	---positief----	-positief------	--------	-Babesia catch all-A. phagocytophilum----
236237238	8695 A8695 B8695 C	R .sanguineus	♂♂ ♂	---	---	-- -	---
18239240241242243244245246247	Boots8696 A8696 B8696 C8696 D8696 E8696 F8696 G8696 H8696 I	R .sanguineus	♀♀♀♀♀♀♀♀ ♀	---------	---------	---------	---------
248249	8697 A8697 B	R .sanguineus	♂♂	positief-		--	E. canis-




Tweede zending teken uit Curaçao (oktober 2009)

Nr.	Hond   +TickID	Determinatie           Soort	Sex	PCREhrlichia/Anaplasma	PCRBabesia/Theileria	PCRLeish-mania	RLB 
11	Hond M19028	R .sanguineus	  ♂	-	-	-	-
22	Hond M29029	R .sanguineus	  ♀	-	-	-	-
33	Hond M49030	R .sanguineus	♂	-	-	-	-
44	Hond M69034 	R .sanguineus	 ♂	-	-	-	-
556	Hond M89038 A 9038 B	R .sanguineus	♀♀	positiefpositief	--	--	E. canis, A. marginaleE. canis, A. marginale, A. phagocytophilum
78	9039 A9038 B	R .sanguineus	 ♂ ♂	--	--	--	--
69	Hond M109040	R .sanguineus	 ♀	-	-	-	-
71011	Hond M199044 A9044 B	R .sanguineus	 ♀♀	--	--	--	-
81213	Hond M239045 A9045 B	R .sanguineus	 ♀ ♀	--	--	--	--
91415	Hond M249046 A9046 B	SanguineusSpp.	2xNy	--	--	--	--
1016	Hond M259047	R .sanguineus	 ♀	-	-	-	E. canis, A. marginale
1117181920	Hond M329051 A9051 B9051 C9051 D	R .sanguineus	 ♀ ♀ ♀ ♀	----	----	----	----




12242526	Hond M349053 A9053 B9053 C	R .sanguineus	   ♀ ♀ ♀	positiefpositief-	---	---	E. canis, A. marginale E. canis, A. phagocytophilum-
132728	Hond M379054 A9054 B	R .sanguineus	♀♀	--	--	--	--
1429	Hond M409056	R .sanguineus	♀	-	-	-	-
3031	9057 A9057 B	R .sanguineus	  ♂  ♂	--	--	--	--
1532	Hond M419058 	R .sanguineus	♀	-	-	-	-
33	9059	R .sanguineus	 ♂	-	-	-	-
1634	Hond M429060	SanguineusSpp.	1xNy	-	-	-	-
1735	Hond M449063	R .sanguineus	 ♀	-	-	-	-
1836	Hond M459064	R .sanguineus	 ♀	-	-	-	-
37	9065 	R .sanguineus	 ♂	-	-	-	-




2142434445464748	Hond M599074 A9074 B9074 C9074 D9074 E9074 F9074 G	R .sanguineus	 ♀♀♀♀♀♀♀	positiefpositief--positief--	-------	-------	E. canis, A. marginaleE. canis E. canis -E.canis, A.marginale,  Bab. crassa catch all--




225253	Hond M639076 A9076 B	R .sanguineus	 ♀♀	--	--	--	--
54555657	9077 A9077 B9077 C9077 D	R .sanguineus	  ♂ ♂ ♂ ♂	----	----	----	----
2358	Hond M649078	R .sanguineus	♀	-	-	-	E. canis
59 60 61626364	9079 A9079 B9079 C9079 D9079 E9079 F	R .sanguineus	  ♂ ♂ ♂  ♂ ♂ ♂	------	------	------	------
2465	Hond M669080	R .sanguineus	♀	-	-	-	-
6667	9081 A9081 B	SanguineusSpp.	2xNy	--	--	--	--
256869	Hond M719084 A9084 B	R .sanguineus	♀♀	--	--	--	--
70	9085	R .sanguineus	  ♂	-	-	-	-
267172737475	Hond M789089 A9089 B9089 C9089 D9089 E	R .sanguineus	 ♀♀♀♀♀	positiefpositiefpositief--	-----	-----	E. canis, A. marginaleE. canis, A. marginale, A.phagocytophilumE. canis, A. marginale--
767778	9090 A9090 B9090 C	R .sanguineus	 ♂ ♂ ♂	---	---	---	---
277980	Hond M819091 A9091 B	R .sanguineus	♀♀	--	--	--	--
81	9092	R .sanguineus	  ♂	-	-	-	-
2891929394	Hond M1049117 A9117 B9117 C9117 D	R .sanguineus	 ♀♀  ♀  ♀	positiefpositief--	----	----	E. canisE. canisE. canisE. canis
9596979899100	9118 A9118 B9118 C9118 D9118 E9118 F	R .sanguineus	 ♂ ♂ ♂ ♂ ♂ ♂	-----	-----	-----	-Babesia catch-all (zwak)--E. canis (zwak)
29101	Hond M1059119 	R .sanguineus	 ♀	-	-	-	-
102	9120 	R .sanguineus	 ♂	-	-	-	-
30103	Hond M1099124	R .sanguineus	 ♀	-	-	-	-
104105	9125 A9125 B	R .sanguineus	 ♂ ♂	--	--	--	--
31106107	Hond M1109126 A9126 B	R .sanguineus	♀♀	--	--	--	--
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